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WISKOTT ALDRICH SYNDROME GENE EDITING IN HUMAN CD34
+ 
CELLS USING 
TRANSCRIPTION ACTIVATOR-LIKE EFFECTOR NUCLEASES(TALENs)
Wisko&‐Aldrich syndrome (WAS) is a rare and severe X‐linked primary immunodeficiency (PID) caused by mutaAons in WAS gene coding for the WAS protein (WASp), a cytoplasmic protein, expressed exclusively in hematopoieAc cells and involved in acAn cytoskeleton reorganizaAon. 
The disorder  is characterized by micro‐thrombocytopenia, eczema,  recurrent  infecAons, higher suscepAbility  to develop autoimmune manifestaAons and  lymphoid malignancies. Allogeneic hematopoieAc stem cell  (HSC)  transplantaAon  is a highly effecAve curaAve opAon although 
limited by the availability of donors. Therefore, ex vivo gene therapy using autologous HSC could represent a valid opAon in paAents without HLA‐matched donors and severe clinical signs. So for that, several studies have been conducted using viral vectors. The first clinical trial using a 





enabling  efficient  gene modificaAons  by  introducing  targeted  DNA  double‐strand  breaks  (DSBs)  that  sAmulate  both,  error‐
prone nonhomologous end joining (NHEJ) and homology‐directed repair (HDR) DNA repair pathways. A TALEN consists on an 
engineered  TALE  repeaAAve array  fused  to  the  FokI  nuclease domain.  Their  targeAng  specificity  is  determined by  a  central 
repeaAAve  and  conservaAve  unit  containing  33‐35  amino  acids  with  only  two  hypervariable  residues  (repeat  variable 


































generate  heteroduplexes.  The  reannealed  heteroduplexes  are  cleaved  by 
Surveyor  nucleases, whereas  homoduplexes  are  lei  intact.  ConfirmaAon  by 
sequencing.




loxp  sites  and  oriented  such  as  it  would  be  knoked  into  the  intron  between 
exons 7 and 8.
8. Selec3on. DeliveraAon of donor and TALENs as either plasmid DNA or 
9.  TALEN‐edited  cell  screening.  PCR  analysis  of  both  post‐TALEN‐
treated  subpools  and  clones,  using  the  primers  indicated  with  arrows. 
ConfirmaAon by sequencing.
10.  Puromycin  casseBe  removal. 
Using  Cre/loxP  system.  Expression  of  cre‐
recombinase,  assembly  at  the  loxP  sites  as  a 
dimer.  InducAon  of  recombinaAon  between 
loxP  sites  as  a  tetramer  and,  excision  of  the 
floxed DNA sequence.
11. WASp expression analysis. Western Blot 
12. OT analysis.  IntroducAon of  an  integrase‐defecAve  lenAvirus 
(IDLV) expressing a green fluorescent protein (GFP) marker gene into 
293  cells,  in  presence  or  absence  of  TALENs.  PCR  analysis  using  an 
LTR‐specific primer and a WAS primer. 












































Clonal derivation and expansion
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